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Resumen

Objetivo: determinar si la metabolémica aplicada a una
muestra de sudor permite diferenciar la concentracion relativa
de ciertos metabolitos en pacientes con cancet de pulmén en
estadio inicial (I - II) respecto a estadios avanzados (III - IV).

Pacientes y métodos: fueron incluidos 21 pacientes
diagnosticados de cancer escamoso de pulmén en un hospital
universitatio. Para la induccién del sudor se utilizaron discos
de Pilogel® y la recoleccién mediante dispositivo Macroduct®
conservando la muestra a—80 °C. Para el analisis metabolémico se
utiliz6 un cromatégrafo de liquidos acoplado a un espectrémetro
de masas de alta resolucién (LC — QTOF) provisto de fuente
de ionizacién por electroespray. Los datos se procesaron
con el softwate MassHunter Workstation y se realiz6 analisis de
cambio (FC, Fold Change Analysis) para detectar las diferencias
de concentracién relativa de metabolitos entre los diferentes
estadios tumorales.

Resultados:  se
pertenecientes a 9 pacientes en estadio I - II'y 12 en estadio IIT-TV.
En una lista preferente de 16 compuestos que incluyeron diversos
aminoacidos, azucares, acidos carboxilicos y acidos grasos, no se

estudiaron 21 muestras de sudor

observaron cambios significativos segin la extensiéon tumoral.
El andlisis de cambio mostr6 que una trihexosa (FC: —2,175)
fue el compuesto con diferencias significativas de concentracién
relativa en las muestras de sudor segun los dos estadios tumoral
comparados.

Conclusién: en muestras de sudor de pacientes con
carcinoma escamoso de pulmoén la huella metabolémica se
mantiene relativamente estable con escasas diferencias en la
concentracion relativa de metabolitos, inicamente se observd un
cambio significativo en una trihexosa en estadios de cancer de
pulmén inicial y avanzado.

Palabras clave: cancer de pulmoén, espectrometria de masas,
metabolémica, sudor

METABOLITE DIFFERENCES IN SWEAT
ACCORDING TO DIAGNOSTIC STAGE IN
SQUAMOUS-CELL LUNG CANCER

Abstract:

Objective: To determine whether applying metabolomics
to a sweat sample allows different metabolite concentrations to
be differentiated in patients with early-stage lung cancer (stages
I-IT) compared to advanced stages (I1I-IV).

Patients and methods: 21 patients diagnosed with squamous-
cell lung cancer in a university hospital were included. Pilogel®
discs were used to induce sweat, which was collected using the
Macroduct® system, storing the samples at

—80°C. For the metabolomic analysis, aliquid chromatograph
was used, attached to a high-resolution mass spectrometer
(LC — QTOF) supplied with electrospray ionization. The data
was processed using the MassHunter Workstation software and
a fold change analysis (FC) was done to detect differences in
metabolite concentrations between different tumor stages.

Results: 21 sweat samples from 9 stage I-1I patients and 12
stage III-IV patients were studied. In a list of 16 compounds
that included several amino acids, sugars, carboxylic acids and
fatty acids, no significant changes were observed according to
tumor extension. The change analysis showed that a trihexose
(FC: —2.175) was the compound with significant concentration
differences in sweat samples according to the two tumor stages
compated.

Conclusion: In sweat samples from patients with squamous-
cell lung cancer, metabolomic markers remain relatively stable
with slight differences in metabolite concentrations, only
observing a significant change in a trihexose between early and
advanced stages of lung cancer.

Keywords: lung cancer, mass spectromy, metabolomics,
sweat.
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INTRODUCCION

Recientemente se ha publicado el informe
GLOBOCAN 2018, en él se evalua la incidencia
y mortalidad del cancer en el mundo. En ambos
sexos, el cancer de pulmoén es la neoplasia mas
frecuente diagnosticada (11,6% del total de casos)
y la principal causa de muerte por cancer (18,4%
del total)'. Cuando se diagnostica en una etapa
temprana operable, la tasa de supervivencia a los
5 afios del cancer de pulmoén aumenta por encima
del 50%? Sin embargo, unicamente una minotia
de casos son tratados en un estadio poco avanzado
con posibilidades aumentadas de efectuar un
tratamiento con intencidn curativa’. Por tanto, la
supervivencia del cancer de pulmoén depende del
estadio TNM (tumor, nimero de adenopatias y
metastasis) en el momento del diagndstico’. Asi, la
supervivencia a 5 afios tras cirugfa radical es del
54 - 80%, 38 - 65% y 30 - 50% en pacientes con
estadios Ia, Ib y II, respectivamente®.

En los dltimos afos, la utilizacion de la TAC
de baja radiacién ha mostrado un aumento en la
supervivencia’, por lo que su aplicacién ha sido
recomendada dentro de un programa de cribado
de cancer de pulmén por diversas sociedades
cientificas’. No obstante, la gran mayorfa de los
nédulos detectados finalmente resultan falsos
positivos®, lo que denota la dificultad para
determinar si un noédulo de pequefio tamafo
presenta malignidad. En estos casos, se recomienda
un seguimiento estrecho para detectar los casos de
cancer de pulmoén en etapas tempranas cuando las
tasas de curacion son sustancialmente mejores’. Un
reciente estudio retrospectivo analizé el manejo
clinico de pacientes con nédulos pulmonares de
pequeno tamafio (8 - 20 mm) El resultado mostro
una amplia variacion en el manejo clinico y un alto
nimero de procedimientos invasivos evitables®.
Por otra parte, a pesar del avance en las nuevas
lineas terapéuticas la supervivencia no ha cambiado
significativamente y sélo el 17,7% de todos los
pacientes con cancer de pulmén permanecen vivos
después del =5 afios del diagnéstico®. Por tanto,
desde el punto de vista cientifico es interesante
conocer la existencia de biomarcadores que
puedan ayudar a distinguir malignidad-benignidad
¢ informar si una mayor carga tumoral se
correlaciona con cambios en el perfil metabdlico.
El crecimiento de las células cancerosas requiere
una cantidad mayor de energfa y este aspecto puede
tener repercusion en las rutas metabolicas’, lo que
determina que la metabolémica tenga capacidad de
obtener biomarcadores con utilidad diagnéstica'
. En esta linea, el sudor es una muestra no invasiva
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cuya potencialidad en el campo tumoral ha sido
explorada por nuestro grupo'”’. Se asume que
en pacientes con cancer de pulmén, el grado de
extension tumoral puede influir en la excrecion de
metabolitos en el sudor. El presente estudio tiene
el objetivo de evaluar si un modelo metabolémico
aplicado a muestras de sudor diferencia entre cancer
escamoso de pulmoén en estadio inicial respecto a
un estadio avanzado.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes: para evitar introducir una potencial
variabilidad por la inclusién de diferentes estirpes
histologicas, se incluyeron 21 muestras de sudor
procedentes de pacientes con cancer escamoso
de pulmén. El sistema de clasificacion TNM se
basé en la extension anatomica de la enfermedad,
determinada clinica e histo-patolégicamente
siguiendo la 8* edicion de clasificacion del cancer de
pulmén'. Con esta clasificacion, 9 enfermos fueron
clasificados segun estadios I - I1 y 12 en estadios 111
- IV. Presentaban una edad <75 afios, un volumen
de muestra de sudor mayor de 15 pL, y estaban
diagnosticados de cancer escamoso de pulmoén
mediante las pruebas complementarias establecidas
en las gufas de practica clinica"°. Fueron excluidos
los pacientes con neoplasia extrapulmonar en los
ultimos 5 anos o enfermedad grave de 6rgano con
repetcusion negativa en el pronéstico a corto plazo.

El proyecto de 1nvest1gac1on fue aprobado por
cl Comité de Etica e investigacion de Cordoba (acta
n°® 254, ref. 3227) Todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado previo a la participacion
en el estudio.

La recoleccion y almacenamiento de la muestra
del sudor, asi como los instrumentos y tratamientos
de la muestra han sido descritos previamente
(Rev EJ]) Pat Torac, 2018). Brevemente, el sudor se
recogié mediante técnica estandarizada y la muestra
se mantuvo a —80 °C. Se utilizé un cromatégrafo
de liquidos de alta presion Agilent 1200 L.C Series
acoplado a un espectrometro de masas hibrido de
alta resolucion Agilent 6540 UHD QTOEF, equipado
con una fuente de ionizacién por electrospray. Las
muestras de sudor se diluyeron con acido férmico
al 0,1% vy se introdujeron, por duplicado, en el
inyector automatico del LC para su andlisis.

Método. Anilisis LC-QTOF MS/MS vy
procesamiento de datos: para la separacion
cromatografica se utiliz6 una columna analitica
C18 de fase inversa, termostatizada a 25 °C.
Los parametros de la fuente de ionizacién por
electroespray fueron empleadas en ionizacion
negativa y positiva. Los espectros de masa exacta
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en modo de barrido MS y MS/MS se adquitieron
en el rango de m/z 60 — 1.100. Durante los
analisis se realizo calibraciéon interna continua
mediante el uso de las sefiales en /% en polaridad
positiva y negativa. l.as muestras se inyectaron
en modo de adquisiciéon de barrido completo v,
posteriormente, en modo de adquisiciéon auto MS/
MS, con una lista preferente de 16 compuestos
previamente identificados y que presentaron
diferencias significativas entre pacientes con
cancer de pulmén e individuos con factor de
riesgo (fumadores)".

En el procesamiento de los datos obtenidos
por LC-QTOF se emple6 el software Mass Hunter
Workstation y para el tratamiento de datos por
extraccion de entidades moleculares se tuvieron
en cuenta todos los iones con >500 cuentas, carga
simple y distribucién isotépica. Para cada muestra,
los archivos de datos se crearon en formato cef
y se exportaron al paquete de software Mass
Profiler Professional para su procesado. Se asegurd la
representatividad de la matriz de datos utilizando
un filtro por frecuencia para retener en la matriz
solo las entidades moleculares detectadas en un
porcentaje de =75% de muestras por grupo.
Las diferencias de concentracion relativa en los
metabolitos entre grupos de pacientes con cancer
de pulmén en estadio precoz (CP I-II) y estadio
avanzado (CP III - IV) se realiz6 mediante un
analisis de cambio (FC, Fold Change Analysis).

RESULTADOS

Los datos basales de los sujetos con cancer
escamoso de pulmén se muestran en la tabla 1.
En relacién a la localizacion radiolégica del tumor,
en 11 casos afect6 al pulmén derecho (5 al 16bulo
superior derecho, 1 al 16bulo medio y 5 al inferior
derecho) y 10 al pulmén izquierdo (7 casos, 78%,
al 16bulo superior izquierdo y 3 al 16bulo inferior
izquierdo). De los 21 sujetos con cancer escamoso
de pulmoén, 9 fueron clasificados en estadio precoz
(I -1I) y 12 en avanzado (III - IV) de los que 6
presentaban metastasis (estadio IV).

El resultado del analisis de cambio entre el grupo
de pacientes con cancer escamoso de pulmén en
estadio precoz respecto a los pacientes con cancer
de pulmoén avanzado se expresa en la tabla 2. Los
resultados son similares en ambos grupos y una
trihexosa fue el unico compuesto con cambio
de concentraciéon significativo entre sujetos con
neoplasia inicial y sujetos con neoplasia avanzada
(FC: =2,175).
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La figura 1 resume los compuestos con mayores
diferencias en concentracion relativa (FC >1,3) entre
sujetos con CP en estadio I - I y estadio II - IV.

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos incluidos en el estudio.
Datos expresados como mediana y rango intercuartilico.

Sujetos con cancer de

Variables pulmoén
n=21)

Edad, afos 66 (61 -71)
Sexo (hombres), n (%) 17 (61 - 71)
IMC, kg/m2 26 (22 —31)
Tabaquismo, ICAT 55 (30 — 80)
EPOC, n (%) 12 (57%)
FEV1, (%) 65 (35— 80)
FEV1/FVC 0,67 (0,55 - 0,80)
PaO2, mm Hg 66 (53 - 87)
PaCO2, mm Hg 44 (38 —47)
Estadio I-11, n 9
Estadio TA3, n 1
Estadio IB, n 2
Estadio ITA, n 3
Estadio 1IB, n 3
Estadio 11I-1V, n 12
Estadio IIIA, n 2
Estadio IIIB, n 2
Estadio ITIC, n 2
Estadio IVA, n 4
Estadio IVB, n 2

IMC: Indice de masa corporal; ICAT: Indice de consumo
acumulado de tabaco; EPOC: Enfermedad pulmonar
obstructiva créonica; FEV1: Volumen espiratorio forzado en
el primer segundo; FVC: Capacidad vital forzada.
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Tabla 2. Resultados obtenidos mediante analisis de cambio
para comparar la concentracion relativa de los metabolitos de
interés en los grupos del estudio.

Compuestos Estadio III-IVvs I-I1
Citrulina 1,387
Trisacarido-fosfato 1,358
Fenilalanina -1,210
Acido nonanodioico -1,217
Lipido sulfénico -1,223
Trihexosa 2,175
Histidina 1,011
Taurina -1,173
Acido urocanico -1,193
Acido mucénico -1,295
Acido subérico -1,107
MG(22:2) -1,044
Triptéfano -1,242
Tetrahexosa -1,423
GluVal -1,030
Gamma-Gluleu -1,041

Figura 1.

Resultado de la aplicaciéon del método para encontrar
diferencias de metabolitos (analisis de cambio >1,3) entre
estadios precoces y avanzados en cancer de pulmoén.
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DISCUSION

Nuestro estudio compara muestras de sudor,
segun el grado de extension de la enfermedad,
procedentes de pacientes con cancer escamoso de
pulmoén. La concentracion relativa de determinados
metabolitos fue similar en los estadios inicial y
avanzado, a excepcion de una trihexosa en la que
se observo un cambio significativo entre los dos
grupos de pacientes.

En un trabajo reciente en el que se compararon
muestras de sudor de pacientes con cancer de
pulmén respecto a los de un grupo control fueron
identificados  aminoacidos, azucares, acidos
carboxilicos y acidos grasos que mostraron
diferencias significativas entre ambos grupos®.
Algunos de los mecanismos propuestos para
explicar estos cambios metabodlicos son la distinta
respuesta de la célula tumoral debida a inflamacion
peritumoral y al diferente metabolismo de las
células cancerigenas, este ultimo relacionado con
el efecto Warburg y que revela un aumento en la
glicolisis y una disminuciéon de la fosforilacion
oxidativa'> .

La metabolémica estd siendo aplicada en
pacientes con cancer de pulmon estudiando distintas
muestras con finalidad de aumentar la probabilidad
diagnéstica'”™™, si bien la muestra mas utilizada
ha sido suero. Chen ¢f /., compararon muestras
séricas de 30 sujetos sin enfermedad médica grave
(grupo control) y de 30 pacientes con cancer
de pulmén, antes y tras intervencion quirdrgica.
En comparacién con algunos biomarcadores
diagnosticos  tradicionales, esto es CEA y
CYFRA 21-1, se demostré que la glicerofosfo-
N-araquidonoil etanolamina (GpAEA) y la
esfingosina mejoraron la capacidad diagnostica en
los pacientes con neoplasia pulmonar. No obstante,
no se estudiaron las potenciales diferencias en
compuestos entre estadios tumorales. Igualmente,
se han descrito variaciones significativas en las
concentraciones de metabolitos en plasma® * y
en orina en pacientes con cancer de pulmoén en
estadio inicial***. Recientemente se han reportado
diferencias en los compuestos metabodlicos entre
sujetos sanos y pacientes con cancer de pulmon,
y en este dltimo grupo las diferencias segun la
extension tumoral”. Sin embargo, este trabajo fue
realizado en suero, muestra mas compleja que el
sudor y con mayor grado de variabilidad en los
compuestos metabolicos'”. En nuestro estudio,
en pacientes con cancer escamoso de pulmon, la
concentracion relativa de los metabolitos en el
sudor es similar en estadios iniciales y avanzados, lo
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que sugiere que existen vias metabdlicas comunes
con independencia de la extensiéon tumoral.

El sudor es un biofluido con potencial
aplicabilidad en la monitorizacion de determinados
parametros biolégicos en tiempo real y, por tanto, en
la monitorizacién y el diagnéstico personalizado®
%, Ademas, es una muestra no invasiva que expresa
un menor numero de metabolitos'’?, en los que
se pueden identificar compuestos que expresen
huellas metabdlicas asociadas a cancer de pulmoén.
Nuestro grupo ha obtenido un panel compuesto
por cinco metabolitos con un 80% de especificidad
y un 79% de sensibilidad y que puede aportar un
valor clinico relevante en el cribado de cancer de
pulmén®.

En el presente trabajo, teniendo en cuenta 16
compuestos diferenciales, se observaron escasos
cambios relacionados con el estadio tumoral, salvo
una trihexosa, lo que sugiere que el sudor puede
informar sobre cambios sistémicos asociados al
tumor y no secundarios al grado de extension.
Este hallazgo no ha sido previamente descrito en
metabolomica aplicada al sudor. Por otra parte, la
estabilidad enlos compuestos metabdlicos,lamenor
variabilidad y un menor nimero de metabolitos
puede representar una ventaja adicional de esta
muestra.

Nuestro estudio presenta las siguientes
limitaciones. Es una investigacion preliminar con
un numero relativamente pequefio de muestra,
aunque con una metodologia robusta que pone
de manifiesto una limitada variabilidad metabdlica
segun el estadio tumoral. También hay que subrayar
que el trabajo se ha realizado en cancer escamoso
de pulmoén con la finalidad de evitar diferencias
atribuibles a distintas estirpes tumorales y, por
tanto, no generalizable a otras estirpes histologicas.

En conclusion, nuestro estudio demuestra que
la huella metabolémica en sudor de pacientes
con cancer escamoso de pulmén se mantiene
relativamente estable en distintos estadios de la
enfermedad.
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